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) Automatlslerbare universell anwendbare Probenvorbereltungsmethode 

) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Vorbereltung 
biologischer Probenfurden anschlielSenden Nachweis ei- 
nes Analyten, insbesondere einer Nukleinsaure, in dieser 
Probe. Weiterhin werden Reagenzienklts und neue Vor- 
richtungen zur Probenvorbereitung sowie neue magneti- 
sche Pigments bereitgestellt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bctrifft cin Vcrfahrcn zur Vorbcrcitung bio- 
logischer Proben fiir den anschlieBenden Nachweis eines 
Analyten, insbesondere einer Nukleinsaure, in dieser Probe. 
Weiterhin werden Reagenzienkits und neue Vorrichtungen 
zur Probenvorbereilung sowie neue iiiagnetische Kgmenle 
bereitgestellt. 

Bei einem Verfaliren zum Nachweis eines Analyten in ei- 
ner biologischen Probe werden an die Probenvorbereilung 
oft bcsondero Anfordcrungon gestcUt. Zum cincn ist dcr 
Analyt oft in selir geringer Konzentration vorhanden und 
zum anderen finden sich oft viele andere Substanzen in der 
Probe, die die Isoiierung bzw. Bestimmimg des Analyten be- 
eintractitigen konnen, 

WO 96/41811 oflfenbart ein Verfahren zur Isoiierung ei- 
nes Analyten, insbesondere einer Nukleinsaure, aus einer 
biologischen Probe, wobei die Probe, die den Analyten in ei- 
ner Fliissigkcit cnthalt, mit magnctischcn Partikcln, die cine 
auBere Glasobetflache, die im wesentlichen porenfrei ist 
Oder Poren eines Durchmesscrs von <10nm aulVt-ist, in 
Kontakt gebracht wird, untcr Ikdingungcn, bci dcncn cIlt 
Analyt an die Partikeloberflache bindet, und der gebundene 
Analyt von der Probenfliissiglceit abgetrennt wird. Das in 
WO 96/46811 beschriebene Verfaliren eignet sich sehr gut 
zur Aufreinigung eines Analyten aus einer biologischen 
Probe. Es ist jedoch nicht ohne weiteres fiir eine automati- 
sierte Probenvorbereitung einsetzbar. 

Boom et al. (J. CHn. Microbiol. 28 (1990), 495 503) be- 
schreiben ebenfalls ein Protokoll fur Aufreinigung von Nu- 
kleinsauren aus einer biologischen Probe unter Verwendung 
groBenfraktionierter Sihciumoxidteilchen. Dieses Verfahren 
ist jedoch umstandhch, nicht fUr eine Automatisierung ge- 
eignet und enthalt dariiber hinaus die Gefahr von Verschlep- 
pungen. 

Bei einer in EP-A-0 757 106 beschriebenen Methode zur 
Extraktion von Nukleinsauren wird eine Probe lysiert, die in 
der Probe vorhandenen Nukleinsauren an superparamagne- 
tische Metallteilchen gebunden, diese mit einer Pipette aus 
dem ProbengefaB entfemt und somit von den ubrigen Pro- 
benbestandteilen abgetrennt. Dieses Verfahren hat den 
Nachteil, daB aufgrund der Notwendigkeit, den Analyten 
mit einer Pipette aus der Probe 7U entfemen, Verluste auftre- 
ten konnen. Dariiber hinaus beinhaltet die Verwendung 
mehrerer RealitionsgefaBe die Gefahr von Verschleppungen 
und Kontaminationen. 

Die der vorUegenden Erfindung zugrundehegende Auf- 
gabc bcstand somit darin, cin noucs Probcnvorbcrcitungs- 
verfahren bereitzustellen, bei dem die Nachteile des Standes 
der Technik mindestens teilweise beseitigt sind. Insbeson- 
dere soil das neue Verfahren automatisierbar sein und ein 
mogUchst einfaches Temperaturprofll aufweisen. 

Diese Aufgabe wird gelbst durch Verfahren zur Isohemng 
eines Analyten aus einer biologischen Probe, umfassend die 
Schritte: 

(a) AufschlieBen der Probe in einem ReaktionsgefaB, 

(b) Zugeben einer festen Adsorptionsmatrix, 

(c) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Ana- 
lyt an die Adsorptionsmahix bindet, 

(d) Entfemen nichtgebundener Probenbestandteile aus 
dem ReaktionsgefaB, 

(e) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Ana- 
lyt von der Adsorptionsmatrix eluiert wird, und 

(f) Abtrennen des Eluats von der Adsorptionsmatrix. 

liin weiterer Aspekt der vorliegenden lirfindung ist ein 
Verfahren zur Isoiierung eines Analyten aus einer biologi- 



schen Probe, umfassend die Schritte; 



(a) AufschhcBcn dcr Probe it 

(b) Zugeben einer festen Adsorptionsmatrix, 
5 (c) Inkubieren unter Bedingimgen, bei denen der Ana- 
lyt an die Adsorptionsmatrix bindet, 

(d) Abtrennen nichtgebundener Probenbestandteile 
von der Adsorptionsmatrix, 

(e) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Ana- 
10 lyt von der Adsorptionsmatrix eluiert wird, und 

(f) Abtrennen des Eluats von dcr Adsorptionsmatrix, 
wobei zumindest die Schritte (c) und (d) bei im wesent- 
lichen der gleichen Temperatur durchgefiihrt werden. 

15 Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf der selekti- 
ven Bindung von Analyten an eine feste Adsorptionsmatrix 
in Gegenwart eines ProbenaufschluBpufFers, wobei der 
Analyt, bei dem es sich vorzugsweise um eine Nukleinsaure 
wic DNA, z. B. chromosomalc DNA, fragmcnticrtc chro- 

20 mosomale DNA, Plasmid-DNA, virale DNA etc., oder 
RKA. /,. B, iiiRNA. iRNA. rRNA oder virale RNA etc. han- 
dcll, von VLTunrcinigungcri dcr I'robc wic etwa Proteinen 
Oder Zelltrlimincrn abgclrcnni wird. Die Probe kann eine be- 
liebige biologische Probe sein, z. B. eine Korperfliissiglceit 

25 wie Blut, Plasma, Urin etc., eine Gewebeprobe, eine Probe 
von kuluvierten Zellen oder ahnliches. 

Die beim erfindungsgemaBen Verfahren verwendete Ad- 
sorptionsmatrix ist in der Lage, eine unter den Reaktionsbe- 
dingungen weitgehend selektive Bindung des Analyten zu 

30 gewahrleisten. Vorzugsweise verwendet man eine partiku- 
lare Adsorptionsmatrix, die vorzugsweise eine Glasoberfla- 
che enthalt. Besonders bevorzugt sind niagnetische Glaspar- 
tikel, insbesondere die in WO 96/41811 beschriebenen ma- 
gnetischen Partikel mit einer auBeren Glasobertlache, die im 

35 wesentUchen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers 
von weniger als 10 nm aufweisl. Besonders bevorzugt sind 
ferromagnetische Partikel, die eine KomgroBe zwischen 10 
und 60 (im aufweisen. Solche Partikel konnen bei.spiels- 
weise einen Kem aus Glimmer und darauf immobiUsierten 

40 Magnetpartikehi enthalten, der von der Glasschicht um- 
schlossen ist. Wahrend in WO 96/41811 die magnetischen 
Partikel in fester Form, z. B. als Tabletten oder Pulver, in 
den jeweils verwendeten ReaktionsgefaBen vorgelegt wer- 
den, setzl man die magnetischen Partikeln erfindungsgemaB 

45 vorzugsweise in Form einer Suspension ein. Besonders ge- 
eignet haben sich alkoholische Suspensionen mit einer Kon- 
zentration von etwa 5 bis 20 mg/ml erwiesen. Uberraschen- 
dcrwcisc wurde fcstgcstcllt, daB trotz der hohen speziflschen 
Dichte der magnetischen Glaspartikel die Suspension mit 

50 hoher Reproduzierbarkeit aus einem Vorratsbehalter abge- 
zogen werden kann, wodurch eine Automatisierbarkeit der 
Verfahrensfuhrung ermoglicht wird. 

Obwohl beim erfindungsgemaBen Verfahren die in WO 
96/418 1 1 hcscht ichciicn Glaspartikel gute Resultate zeigen, 

55 werden besonders gutc Ergebnisse mit Glaspartikeln erhal- 
ten, dcron Glasphasc folgcndc Metalioxidc umfaBt. SiO?, 
B2O3, Alkalimetalloxid, z. B. KjO oder/und NazO sowie ge- 
gebenenfaUs AI2O3 und ein Erdalkalimetalloxid z. B. CaO. 
Die Anteile dieser Metalloxide sind vorzugsweise wie folgt 

60 50 bis 95 mol-% SiOz, 0,2 bis 30 mol-% B2O3, 0 bis 10 mol- 
% AI2O3, 0 bis 20 mol-% Erdalkalimetalloxid und 0,2 bis 20 
mol-% AlkaHmetalloxid, wobei die Frozen tangaben jeweils 
auf das Gesamtgewicht der Glasphase bezogen sind. 

Fiir die Isohemng von RNA hat sich beispieisweise eine 

65 Glasphase. die SiOj, B2O3, KjO, AI2O3 und GaO enthat, als 
besonders geeignet erwiesen. FUr die Isoiierung von DNA 
hat sich eine Gla.sphase, die SiOz, U2O3 und NazO enthalt, 
als besonders geeignet ei 
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Die Adsorptionsmatrix wird beim erfindungsgemaBen 
Verfahren vorzugsweise in einer Menge zugegeben, welche 
dcr minimalcn, zur quantitativcn Bindung dcs in cicr Probe 
vorhandenen Analyten, insbesondere einer Nukleinsaure, 
benotigten Menge entspricht oder etwas groBer, vorzugs- 5 
weise um hochstens 50% und besonders bevorzugt um 
hochslens 20% Liber dieser Menge liegl. Die zu erwartende 
Nukleinsauremenge in verschiedenen Arten von Proben 
kann - sofem sie nicht bereits bekannt ist - vorab durch iib- 
liche Techniken, z. B. Phenol/ Chloroform-Exttaktion und lo 
anschlicBcndc Mcssung dcr optischcn Dichtc crmittcit wcr- 

Schritt (a) des erfindungsgemaBen Verfahrens umfaBt das 
AufschlieBen der Probe in einem ReaktionsgefaB. Dieser 
AufschluB erfolgt im AEgemeinen durch Lyse der in der 15 
Probe vorhandene Zellen unter denaturierenden Bedingun- 
gen, z. B. durch Zugabe einer Protease und eines Denaturie- 
rungspuffers. Als Proteinase wird vorzugsweise Proteinase 
K, Pronasc, Elastasc odcr/und Lysozym vcrwcndct. Beson- 
ders bevorzugt ist die Verwendung von Proteinase K. 20 

Der Proteaseverdau erfolgt in einem Denaturierungspuf- 
fer, der eine chaotrope Verbindung, z. H. Ilamstoff oder 
HamstofTderivate, vorzugsweise ein chaotropes Salz, beson- 
ders bevorzugt ein Guanidiniumsalz wie etwa Guanidinium- 
hydiochlorid (insbesondere zur Isolierung von DNA) oder 25 
Guanidiniumthiocyanat (insbesondere zur Isolierung von 
RNA) Oder ein Perchlorat oder lodid enthalt. Fiir (Juanidini- 
umsalze sind Konzentrationen im Bereich von 1 bis 3 mol/1 
bevorzugt. 

Im Gegensatz zu der in WO 96/41 811 beschriebenen Me- 30 
thode zur Probenvorbereitung erfolgt die Zugabe der festen 
Adsorptionsmatrix erst nach AufschluB der Probe. Durch 
diese Verfahiensfiihrung erreicht man eine signifikant gerin- 
gere unspezifische Bindung von unerwUnschten Proben be- 
standteilen, z. B. Proteinen, an der Adsorptionsmatrix. 35 

GeiiiaB SchrilL (c) erfolgL die selekdve Bindung des Ana- 
lyten an die Adsorptionsmatrix durch Inkubation im Auf- 
schluBpuffer vorzugsweise unter chaotropen Bedingungen, 

Schritt (d) des erfindungsgemaBen Verfahrens umfaBt das 
Abtrennen nicht gebundener Probenbestandtdle von der 40 
Adsorptionsmatrix. Vorzugsweise werden hierzu die nicht- 
gebundenen Probenbestandteile aus dem ReaktionsgefaB 
entfernt. Dies kann durch gegebenenfalls mehrmaliges /u- 
geben und Enlfemen eines Waschpuffers erfolgen, der vor- 
zugsweise einen Gehalt von mmdestens 50% (v/v) und be- 45 
senders bevorzugt von mindestens 60% (v/v) eines mit Was- 
ser mischbaren organischen Losungsrmttels wie etwa Etha- 
nol, Propanol und Accton enthalt. 

Die Schritte (c), (d) oder/und (e) des erfindungsgemaBen 
Verfahren erfolgen vorzugsweise unter kontinuierlichem 50 
oder intervallartigem Mischen (d. h. Phasen, wahrend denen 
gemischt wird, wechseln sich mit Phasen ab, in denen sich 
das ReaktionsgefaB im Ruhen befindet) ohne Zusafz exter- 
nerMittei Vorzugsweise erfolgt dieses Misclicn durch Drc- 
hung des ReaktionsgefaBes um seine Llingsachsc mil nichr- 55 
maligcr Umkchr dcr Drchrichtung. Besonders bevorzugt 
wird das MischungsgefaB exakt um seine Langsachse ge- 
dreht und der Drehrichtungswechsel so durchgefuhrt, daB 
die Meniskusauslenkung der l liissigkeit unter einer vorbe- 
stimmten Trennziffer bleibt. Solche Mischverfahren sind in 60 
WO 91/15768 und EP-A-0 435 481 beschrieben. 

Die Dauer fiir die Schritte (c) oder/und (e) betragt vor- 
zugsweise maximal 20 min und umfaBt ein kontinuierliches 
Mischen oder ein Intervallmischen in kurzen Zyklen, vor- 
zugsweise in kurzen Zyklen von vorzugsweise maximal 65 
2 Minuten. Besonders gute Ergebnisse wurden durch Inter- 
vallmischen in einem einminiitigen Zyklus umfassend 20 
sec Mischen und 40 sec Ruhen erhalten. 
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Bei Verwendung von magnetisclien Partikeln als Adsorp- 
tionsmatrix kann die Zugabe von Flussigkeiten in das Reak- 
tionsgefaB bzw. das Absaugcn von Fliissigkcitcn daraus un- 
ter kontinuierlichem Mischen erfolgen, wobei die Partikel 
wahrend des Absaugevorgangs durch Einschalten des Ma- 
gneten im ReaktionsgefaB gehalten werden. Durch diese 
Mischtechnik kann das erfindungsgemiiBe Verfahren flexi- 
bel auf verschiedene Probenarten eingestellt werden. Dar- 
iiber hinaus wird standig fiir eine gleichmafiige Verteilung 
der magnetischen Partikel in der Fliissigphase gesorgt. 

Schritt (c) dcs erfindungsgemaBen Verfahrens umfaBt die 
Elution des Analyten von der Adsorptionsmatrix. Hierzu 
kaim einerseits - wie aus dem Stand der Technik bekannt - 
ein von organischen Losungsmitteln im wesentlichen freier 
Niedrigsakpuflfer verwendet werden, LFberraschenderweise 
wurde jedoch festgestellt, daB derElutionspuffer zusatzUche 
Reagenzien enthalten kann, wie etwa Enzyme, z. B . zur Ma- 
nipulation von Nukleinsauren verwendete Enzyme wie etwa 
RNascn, DNascn, Rcstriktionscndonukicascn, Ligascn, tcr- 
minale Transferasen oder/und Polymerasen. Wenn der Ana- 
lyt beispielsweise eine DNA ist, kann wahrend der Elution 
eine DNase-freie RNase zugesetzt werden, um den Gehalt 
an unerwiinschter RNA zu verringern. Andererseits kann - 
wenn der Analyt eine RNA ist - wahrend der Elution eine 
RNase-freie DNase zugesetzt werden. Auf entsprechende 
Weise konnen auch andere Enzyme, wie etwa Restriktions- 
endonukleasen, etc. zugesetzt werden. Wenn die durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren isolierte Nukleinsaure nach- 
folgend einer Ampliflkation unterzogen wird, kann wahrend 
der lilution auch ein Nukleinsaureamplifikations-Master- 
mix, welcher den Amplifikationspuffer, Nukleotide, Primer, 
Polymerase und Puffersalze enthiill. /,ugcsel/.l werden. 

Schritt (f) des erfindungsgemaBen Verl'aiirens unifaBl das 
Abtrennen des Eluats von der Adsorptionsmatrix. Dieses 
Abtrennen kann auf iibliche Weise erfolgen. z. B. durch Se- 
dimentation, vorzugsweise aber durch magnelische Separa- 

Die durch das erfindungsgemaBe Verfahren i.solierten 
Analyten konnen anschlieBend auf bekannte Weise weiter- 
verarbeitet werden, im Fall von Nukleinsauren, z. B. durch 
Ampliflkation und nachfolgende Detektion, Detektion ohne 
vorhergehende Ampliflkation oder Sequenzierung. 

liin wichtiges Merknial des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens ist, daB viele oder gegebenenfaUs sogar alle Schritte bei 
im wesentlichen der gleichen Temperatur, d. h. innerhalb ei- 
nes Temperaturbereichs von ±2,5°C durchgefiilirt werden 
konnen. Vorzugsweise ist diese Temperatur im Bereich von 
Raumtcmpcratur bis 70°C. besonders bevorzugt von Raum- 
temperatur bis 40"C. am meisten bevorzugt bei Raumtem- 
peratur, d. h. ca. 18 bis 32°C. In einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden 7.u- 
mindest die Schritte (c) der Adsorption und (d) des Wa- 
schens bei dieser Temperatur durchgefuhrt. Besonders be- 
vor/iigl werden auch andere Schritte, insbesondere die 
Schrillc (a) des AufschlieBens oder/und (e) der Elution bei 
dicscr Temperatur durchgefuhrt. Fiir die Bcstimmung von 
HIV in Blutproben kann beispielsweise die gesamte Proben- 
vorbereitimg bei einer einheitlichen Temperatur erfolgen. 
GegebenenfaUs kann nach Schritt (t) des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens zusatzlich ein Nachbehandlungsschritt bei 
erhohter Temperatur erfolgen, wodurch bei bestimmten 
Analyten die Ausbeuten bei einer Ampliflkation verbessert 
wird. Bei anderen Analyten kann es erforderlich sein, daB 
die Vorbehandlung oder/und die Elution bei einer erhohte 
Temperatur erfolgen. Die erhohte Temperatur liegt dabei 
vorzugsweise im Bereich von mehr als 40°C bis 95°C, z. B. 
ca. 70 "C. 

Die Durchfiihnmg des erfindungsgemaBen Verfahrens er- 
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folgt vorzugsweise in einer automatisierten Vomchtung. 
Beispiele filr solche Vorrichtungen sind nachfolgend be- 
schriobcn. Wcitcrhin ist bcvorzugt, daB das crfindungsgc- 
maBe Verfahren zur Probenvorbereitung, zumindest die 
Schritte (a) bis (e) in einem einzigen ReaktionsgefaB durch- 5 
geflihrt werden, d. h. daB kein Transfer in ein anderes Reak- 
lionsgefjiB erfolgt. Dies hal eine erhebliche Vereinfachung 
des Verfahrens zur Folge und fiihrt dariiber hinaus zu einem 
verringertem Kontaminationsrisiko. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Rea- lo 
gcnzicnkit, der insbcsondcrc zur Durchfiihrung des vorstc- 
hend beschriebenen Verfalirens geeignet ist, umfassend 

(a) eine Protease, 

(b) einen ProbenaufschluBpuiFer, 15 

(c) einen Waschpuffer, 

(d) einen EIutionspufFer und 

(e) eine Suspension von magnetischen Glaspartikeln. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Rea- 20 
genzienkit zur Isolierung von DNA, umfassend magnetische 
Glaspartikel deren Glasphase Si02, ^hOi Na20 enthalt, 
und ein Reagenzienkit zur Isolierung von RNA, umfassend 

magnetische Glaspartikel, deren Glasphase SiO?, B2O3, 
AI2O3, CaO und Ka^O enthalt. ' ' 25 

SchlieBhch noch ein weiterer Gegenstand der vorhegen- 
den Erfindung ist eine Vorrichtung zur Isolierung eines Ana- 
lyten aus einer biologischen Probe, imifassend: 

- einen Probenvorbereiter(l), 30 

- eine Aufhahmeeinrichtung fUr Reagenzien (2), 

- eine erste Aufnahmeeinrichliing fiir Reaktionsgc- 
faBe zur Probenvorbereitung (3), die ftir cine Belrichs- 
temperatur von <70°C, insbesondere <40°C einge- 
richtet ist, 35 

- eitie zweite Aufnahmeeinrichtung fiir Reaktionsge- 
faBe (4a, 4b, 4c), die gegebenenfalls Kiihl- oder/imd 
Heizmittel enthalt, 

- und ein Robotik-Werkzeugmittel (5). 

40 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist vorzugsweise so 
ausgestaltet, daB ein einziges ReaktionsgefaB zur DurchfUh- 
rung der 4 TTauptschritte der Probenvorbereitung, namlich 
AufschluB einer Probe bzw. Lyse, Adsorption des freige- 
setzten Analyten, z. B. einer Nukleinsaure, an eine teste Ad- 45 
sorptionsmatrix, z. B. magnetische Glaspartikel, Waschen 
der Adsorptionsmatrix und Elution des Analyten von der 
Adsorptionsmatrix vorgcschcn ist. 

Die Vorrichtung ist so ausgestaltet, daB die erste Aufnah- 
meeinrichtung zur Aufnahme der ReaktionsgefaBe fur die 50 
Probenvorbereitung zumindest fur die Adsorption des Ana- 
lyten an die fest Adsorptionsmatrix und fiir das Waschen der 
Adsorptionsmatrix vorgesehen ist. In einer bevorzugten 
Ausfiihrungsform ist die erste Aufnahiiiccinricliliing wciter- 
hin zum AufschluB der Probe oder/und zur lilulion des Ana- 55 
lytcn von der Adsorptionsmatnx vorgcschcn. Die Reakti- 
onsgefaBe zur Probenvorbereitung haben ein Volumen von 
vorzugsweise mindestens 1 ml, z. B. 1-5 ml. 

Die zweite Aufnahmeeinrichtung ist fur l^eaktionsgefaBe 
zur Aufbewahrung oder/und Weiterverarbeitung des Analy- 60 
ten vorgesehen, z. B. PCR-GefaBe, die iiblicherweise eine 
von den zur Probenvorbereitung verwendeten Reaktionsge- 
faBen verschiedene Form aufweisen. Die ReaktionsgefaBe 
zur Aufbewahrung oder/und Weiterverarbeitung haben ein 
Volumen von vorzugsweise bis zu 500 (tl, z. B. 50-200 ^1. 65 
Dariiber hinaus kann die zweite Aufnahmeeinrichtimg Ge- 
faBe fiir l^eagenzien enthalten, die zur Weiterverarbeitung 
der den Analj^ten enthaltenden Probe benotigt werden, z. B. 



einen PCR-Mastermix. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann so ausgestaltet 
scin, daB einer odcr mchrcrc Schritte der Probenvorberei- 
tung oder/und ein Nachbehandlungsschritt bei einer erhoh- 
ten Temperatur in der zweiten Aufnahmeeinrichtung erfol- 
gen konnen. Hierzu kann die zweite Aufnahmeeinrichtung 
zur Aufnahme von ReaktionsgefaBen fiir zumindest einen 
Behandlungsschritt vorgesehen sein, der ausgewahlt ist aus 
dem AufschluB der Probe, der Elution der Probe von der Ad- 
sorptionsmatrix und einem Nachbehandlungsschritt nach 
der Elution. 

Die erste Aufnahmeeinrichtung umfaBt vorzugsweise 
Mittel zur magnetischen Separation. Weiterhin ist bcvor- 
zugt, daB die erste Aufnahmeeinrichtung Mittel zum Mi- 
schen der ReaktionsgefaBe, insbesondere durch Drehen urn 
deren Langsachse umfaBt. Solche Mittel konnen gegebenen- 
falls auch fiir die zweite Aufnahmeeinrichtung vorgesehen 

Das Robotik-Wcrkzcug umfaBt im allgcmcincn automati- 
sche Pipettiereinrichtungen sowie gegebenenfalls Mittel 
zum Transport von ReaktionsgefaBen, z. B, zwischen erster 
und zweiter Aufnahmeeinrichtung. AuRerdem kann eine 
Deckel-Offnungs- und SchlieBeinheit integriert sein. 

Im folgenden sind spezielle Ausfiihrungsformen fiir erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtungen im Detail dargesteUt. Bei der 
in Abb. 1 gezeigten Ausfiihrungsform enthalt der Proben- 
vorbereiter (1) eine Aufnahmeeinrichtung fiir Reagenzien 
(2), eine Aufnahmeeinrichtung fur ReaktionsgefaBe zur Pro- 
benvorbereitung (3) mit den Funktionen Mischen und Ma- 
gnetseparation, die fiir eine 'Ibmperatur von vorzugsweise 
< 40°(' und besonders bevorzugt Raumtemperatur vorgese- 
hen ist. Weiterhin enthalt die Vorrichtung eine Aufnahme- 
slaiion fiir weitere ReaktionsgefaBe (4a), z. B. fiir PCR-Ge- 
faBe, die eine Temperatur von 4°C bis Raumtemperatur auf- 
weist. Weiterhin enthalt die Vorrichtung autoraatisierte Ein- 
richtungen fiir die Pipetlierung und Handhabung von Reak- 
tionsgefiiBen (5), die Bewegungen in X, Y und Z Richtung 
ermoglichen. Bei dieser Ausfuhrungsform dererfindungsge- 
maBen Vorrichtung flnden die vier Hauptschritte der Pro- 
benvorbereitung, namlich Lyse, Adsorption, Waschen und 
Elution in der ersten Aufnahmeeinrichtung in einem einzi- 
gen ReaktionsgefaB statt. Die Lagerung von Eluaten und die 
/.ugabe weiterer Reagenzien. z. B. PCR-Mastermix, erfolgt 
in der zweiten Aufnalimeeinrichtung. Zur Weiterverarbei- 
tung, z. B. fiir eine nachfolgende PGR, werden die GefaBe 
zu einer entsprechenden Vonichtung, z. B, einem Thermo- 
cycler (nicht gezeigt) transferiert. 

In der in Abb. 2 gezeigten Ausfiihrungsform enthalt die 
Vorrichtung eine zweite Aufnahmeeinrichtung (4b), die zur 
Aufnahme von WeiterverarbeitungsreaktionsgetaBen, z. B 
PCR-GefaBen, vorgesehen ist und die liinstellung einer 
Temperatur von 4°C (Kuhlung des PCR-Mastermix) bis 
95°C zum Erhitzen des Eluats nach der Elution von der Ad- 
sorptionsmatrix vorgesehen ist. Zur Vermeidung der Kon- 
densatbildung am Deckel der PCR-GefaBe ist eine Deckel- 
gcgcnhcizung bcvorzugt. 

GemaB der in Abb. 3 dargestellten Ausfiihrungsform der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung ist eine zweite Aufnahme- 
einrichtung fiir ReaktionsgefaBe (4c) vorgesehen, welche 
zur Auftiahme von PCR-GefaBen und Probenvorbereitungs- 
gefaBen vorgesehen ist. In dieser zweiten Aufliahmeeinrich- 
tung kann eine Kiihlung, z. B. auf 4°C, und ein Aufheizen, 
z. B. auf 95°C, zum Erhitzen des Lysats oder/und des Eluats 
erfolgen. Auch hier ist zur Vermeidung der Kondensatbil- 
dung am Deckel von ReaktionsgefaBen eine Deckelgegen- 
heizung bevorzugt. 

GemaB noch einer weiteren Ausfiihrungsform der vorlie- 
genden Erfindung (nicht gezeigt) ist die erste Aufnahmeein- 
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richtung zur Einstellung einer Temperatur im Bereich von 
< 70°C vorgesehen. Die zweits Aufhahmeeinrichtung ist - 
wic in Abb. 3 gczcigt - fiir das Kiihlcn und Hcizcn von Pro- 
benweiterverarbeitungs- und ProbenvorbereitungsgefaBen 
geeignet. 5 

Die erfindungsgemaBen Vorrichtungen sind insbesondere 
zur Anwendung in einem Verfahren wie zuvor beschrieben 
einsetzbar. 

Weiterhin wird die vorliegende Anmeldung durch die fol- 
genden Figuren und Beispiele naiier erlautert. Es zeigen: lo 

Abb. 1 die sclicmatisctic Darstcllung cincr crstcn Ausfiih- 
rungsform der erfindungsgemaBen Vomchtung, 

Abb. 2 die sciiematische Darstellung einer zweiten Aus- 
fiitimngsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung, 

Abb. 3 die schematische Darstellung einer dritten Aus- 15 
fiihrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung, 

Abb. 4 das Ergebnis eines Chlamydien-Nachweises 
durch PGR mit manueller und semiautomatisierter Proben- 
vorbcrcitung, 

Abb. 5 das Ergebnis eines Chlamydien-Nachweises 20 
durch PGR mit semiautomatisierter Probenvorbereitung und 
unterschiedlichen Temperaturprofilen bei der Probenvorbe- 
reitung, 

Abb. 6 das Ergebnis eines HIV-Nachweises durch PGR 
mit manueller Probenvorbereitung (Standardprotokoll) und 25 
semiautomatisierter Probenvorbereitung bei Raumtempera- 
tur. 

Beispiele 

30 

1. Herstellung von magnetischen Glaspartikeln 

Es wurden zwei verschiedene Sole verwendet. Die Her- 
stellung der Sole erfolgte wie folgt 

35 

Sol 1: (S1O2 : B2O3 : Na.O = 40 : 8 : 2). 

Alkokolare der Oxide wurden in obigen Molverhaltnissen 
analog der Vorgehensweise in Beispiel 1 und 2 von WO 
96/41 811 miteinander zu einer homogenen Phase verriihrt. 40 
In Abweichung dazu wurde kein HCl eingesetzt. 

AnschlieBend wurden 30 g Iriodin 600 Black Mica 
(Merk) in 100 ml Sol eingeruhrt. 

Sol 2: (SiOz : B2O3 : K2O : AI2O3 : CaO = 76 : 15 : 5:2 : 2). 45 

Alkokolate der Oxide wurden in obigen Molverhaltnissen 
analog der Vorgehensweise in Beispiel 1 und 2 von WO 
96/41811 miteinander zu einer homogenen Phase verriihrt. 
In Abweichung dazu wurde kein HGl eingesetzt. 50 

AnschlieBend wurden 30 g Iriodin 600 Black Mica 
(Merk) in 100 ml Sol eingeruhrt. 

Die Sole wurden anschlieBend einem Spriihtrocknungs- 
vorgang unterzogen. 

Das durch die Spruhtrocknung erhaltene Pulver wurde ei- 55 
nor Fcintcilabtrcnnung durch Sedimentation, cincr Tempc- 
raturbehandlung unter Stickstoffatmosphare (601/h Volu- 
menstrom) bei einer Aufheizgeschwindigkeit von 1 K/min 
unterzogen und 1 h einer Verdichtungstemperatur im Be- 
reich von 600 bis 700°C fiir eine Stunde gehalten. Anschlie- 60 
Bend wurde der Ofen auf 300°G abgekiihlt und bei dieser 
Temperatur fflr 1 h mit Sauerstofif gespiilt. Nach Abkiihlung 
auf Raumtemperatur wurden die magnetischen Glaspartikel 
entnoimnen und zur Abtrennung des (irobanteils auf ein 50- 
(jm-Sieb aufgegeben und gesiebt, 65 

Die aus Sol 1 erhaltenen magnetischen Glaspartikel sind 
insbesondere zur Isolierung von DNA geeignet. Die aus Sol 
2 erhaltenen Glaspartikel sind insbesondere zur Isolierung 
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von RNA geeignet. 

2. Standardprotokoll zur Probenvorbereitung fiir die IsoUc- 
rung von Nukleinsauren, z. B. DNA 

Zur Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Pro- 
ben wie etwa VoUblut oder kultivierten ZeUen ist das fol- 
gende Standardprotokoll geeignet. Die auf diese Weise er- 
haltenen Nukleinsauren konnen direkt nach der Elution fiir 
eine Amplifikation durch PGR, eine Restriktionsspaltung 
Oder eincn Southcmblot eingesetzt wcrdcn. 
Der Reaktionskit enthalt: 

1. Bindepuffer (4,7 mol/1 (luanidiniumhydrochlorid, 
10 mmol/1 Hamstoff, 10 mmol/1 Tris HGl, 20% 'mton® 
X-100,pH5,7 

2. lyophilisierte Proteinase K (zur Auflosung in H2O 
auf eine Konzentration von 20 mg/ml) 

3. Waschpuffcr (56% (v/v) Ethanol. 20mmol/NaGl, 
10 mmol/1 Tris HGl pH 7,5) 

4. Elutionspuffer (10 mmol/1 Tris pH 8,5) 

5. magnetische Glaspartikel (WPG) 

a) Tabletten mit jeweils 7,5 mg der Glaspartikel oder 

b) 15%ige Suspension der Glaspartikel in Ethanol. 

Die Kitkomponenten sind stabil und konnen bei Raum- 
temperatur gelagert werden. Nach Auflosung der Proteinase 
K in Wasser soUte die Losung aliquotiert und bei -20"C auf- 
bewahrt werden. Die eingefrorene Losung ist fiir 12 Monate 

S tandardprotokoU 

1. 200 )j1 Probe werden in ein 2 ml ReaktionsgefaB ge- 
geben und mit 200 pi Bindepuffer und 40 pi Proteinase 
K-L6sung verselzt. AnschlieBend wird fiir 10 min in- 
kubien. Die Inkubation erfolgt vorzugsweise bei 
Raumtfimperatur. Unter bestimmten Umstanden kann 
die Inkubationstemperatur jedoch auch auf bis zu 70°C 
erhoht werden. 

2. Nach der Inkubation werden 200 |j1 Isopropanol und 
eine MGP Tablette (oder altemativ 200 pi MGP Sus- 
pension) zugegeben und fflr 5 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. 

3. Das ReaktionsgefaB wird in einen Magnetpartikel- 
separator (Boeliringer Mannheim, Kat. No. 1 641 794) 
gegeben und fur etwa 1 min separiert. 

4. Der Uberstand wird verworfcn und die Reaktions- 
gefaBe werden aus dem MP-Seperator entnommen. 

5. Nach Zugabe von 500 pi Waschpuffer wird der In- 
halt des ReaktionsgefaRes gemischt und emeut in den 
MP-Separator fiir etwa 1 min gegeben. 

6. Der Uberstand wird verworfcn. Schritt 5 wird drei- 
mal wiederholt. Nach dem letzten Waschvorgang wird 
der restliche Waschpuffer voUstandig entfemt. 

7. Zur Elution wcrdcn 100 pi gcgcbcncnfalls auf 70°G 
vorgewarmter Elutionspuffer zugegeben, Dann wird 
gemischt und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inku- 
biert.. Die Probe wird in den MP-Separator gegeben 
und der Uberstand in ein sauberes ReaktionsgefaB 
iiberfflhrt. 

8. Die so erhaltenen Nukleinsauren, z. B. DNA, sind 
stabil und konnen anschlieBend direkt weiterverarbei- 
tet oder bei 4°C aufbewahrt werden. 

Das obige ProtokoU kann auch entsprechend bei Mikroti- 
terplatten, z. B. 'I'ieflochmikrotiterplatten (z. B. Ritter, II. J. 
Bioanalytic), verwendet werden. 
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3. Chlamydia trachomates DNA-Nachweis durch PGR 

3.1 ManucEcs StandardprotokoU zur Probcnvorbcrcitung 

200 Ml einer Urinprobe und 240 ^1 Bindepuffer/Protei- 5 
nase K-L6sung (5 : 1) werden in ein 2 ml ReaktionsgefaB 
pipeLlierl, einem Vortexiiiischen imlerzogen und bei 70°C 
fur 10 min inkubiert. Dann wird die Probe fur 5 min auf 

Raumtemperatur abgekiihlt. 

Zur Probe werden 200 pi isopropanolische MGP-Losung lo 
pipctticrt. Unmittclbar anschlicBcnd crfolgt "Vbrtcxmischcn. 
Die Probe wird dann fflr 15 min auf einem Mischer, z. B. 
Thermomischer 5436 (Eppendorf), inkubiert. 

Die M(iP werden durch 1 Jberfiihrung der Probe in einen 
Magnetseparator konzentriert. Nach einer Minute wird der i5 
Uberstand voUstandig abpipettiert. 

Es werden 0,5 ml WaschpufFer zu den MGPs pipettiert. 
Die Probe wird einem Vortexmischen unterzogen und dann 
in den Magnetseparator iibcrfiahrt. Der Uberstand wird nach 
1 min abpipettiert. Die Waschprozedur wird noch zwdmal 20 
wiederholl. 

Den MCr werden 2(10 ml l!lutionspiiHbr zugesetzt. Die 
Probe wird 10 min bei 70°C auf einem Thennomischer bei 
1400 RPM inkubiert. Kondenswasser wird durch kurze Zen- 
trifugation gesammelt. Die Probe wird in den Magnetsepa- 25 
rator iiberfiihrt und nach 1 min 180 ul Eluat abgenommen. 
Das Eluat wird in ein neues ReaktionsgefaB pipettiert und 
bei 4"C (bei einer Aufbewahrungsdauer <24 h) oder bei 
20°C (bei langerer Aufbewahrungsdauer) aufbewahrt. 

I'ur die PCR werden 50 pi liluat eingesetzt. Die Answer- 30 
tung erfolgt durch Elektrochemilumineszenz. 

3.2 ProtokoU fur ein semiautomatisiertes \ferfahren 

Statt des in 3.1 beschriebenen Vortexmischens und der 35 
Temperierung auf einem Theniioblock wird ein seniiauLo- 
matisiertes Verfahren durchgefuhrt, bei dem das Mischen 
und die Temperierung auf einem Misch- und Temperiermo- 
dul erfolgt. Abb. 4 zeigt einen Vergleich der Bestimmung 
von Chlamydien (Probe: 100 Elementarantilcorper pro 40 
100 ml Urin; Sechsfachbestimmung) zwischen dem nianu- 
ellen StandardprotokoU (Vortex) und dem semiautomatisier- 
ten Verfahren (MTM). lis ist ersichtlich, daB durch die Au- 
tomatisierung keine Beeintriichtigung der Sensitivitiit er- 
folgt. 45 

3.3 Semiautomatisiertes ProtokoU bei Raumtemperatur 

Die Probenvorbereitung erfolgt wie unter Punkt 3.2 be- 
schrieben. Die Lyse und die Elution werden jedoch bei 50 
Raumtemperatur durchgefuhrt. 

3.4 Semiautomatisiertes ProbenvorbereitungsprotokoU bei 
Raumtemperatur mit anschlieBender Nachbehandlung des 

Eluats 55 

Die Probenvorbereitung erfolgt wie unter Punkt 3.3 be- 
schrieben. Nach der Elution erfolgt eine Inkubation fiir 
10minbei70°C. 

Abb. 5 zeigt einen Vergleich der Chlamydienbestimmung 60 
(Proben: SWEl, 0 Chlamydia-Elementarantikorper (EAK) 
pro ml Urin, SWE 2: 10 EAK, SWE 3 : 100 EAK und SWE 
4 : 1000 EAK jeweils pro ml Urin) zwischen den in den 
Punkten 3.2, 3.3 und 3.4 beschriebenen Probenvorberei- 
tungsprotokoUen, Es ist ersichdich, daB fiir die Bestimmung 65 
von Chlam3'dien das StandardprotokoU gegeniiber einer 
Probenvorbereitung bei Raumtemperatur (Rl-ProtokoU 
MTM) sensitiver ist. Die Ergebnisse der Probenvorberei- 



tung bei Raumtemperatur und anschlieBender Nachbehand- 
lung des Eluats (RT-ProtokoU MTM mit Nachbehandlung) 
zcigcn jedoch, daB dicscr Effckt groBtcntcils kompcnsicrt 
werden kann. Uberraschenderweise ist daher walirend der 
Probenvorbereitimg selbst kein Temperaturschritt erforder- 
lich. 

Durch diese Erkenntnis laBt sich das Probenvorberei- 
tungsverfahren entscheidend vereinfachen, denn die Schritte 

der Lyse, der Adsorption, des Wascliens und der Elution 
konnen bei Temperaturen < 40°C erfolgen, was eine Auto- 
matisicrung vcrcinfacht, da kcinc Dcckclgcgcnhcizung und 
Temperaturregulierung erforderlich ist. 

4. HIV-RNA Nachweis durch PGR 

4.1 Manuelles StandardprotokoU zur Probenvorbereitung 

Gefrorenes Plasma wird 5 min bei 37°C aufgetaut und zur 
wcitcrcn Vcrarbcitung auf Eis gckiihlt. 

In ein 1,5 ml Sarstedt-ReaktionsgefaB werden 50 fil einer 
Proteinase K Losimg (25 mg/ml) pipettiert. Dazu werden 
250 fjl Probe gegeben und im Vortex gemischt. Dann wer- 
den 300 ul Lysepuflfer zugegeben und emeut im Vortex ge- 
mischt. 

Es wird 10 min bei Raumtemperatur auf einem Eppen- 
dorfmischer bei 13.000 RPM inkubiert. Dann werden 300 ul 
einer M(jP Suspension (6 mg/ml M(rP in Isopropanol) zu- 
gegeben, im Vortex gemischt und 20 min bei Raumtempera- 
tur bei fortgesetztem Mischen inkubiert. Die MGP werden 
auf einem Magnetseperator abgetrennt und der Uberstand 
vollstandig entfemt. 

Zu (icn MCiP werden 750 pi Waschpuffer gegchen. Die 
MCji' WL-rdcn resnspendiert und wie zuvor hL'schricbcii ab- 
gclrcnnl. Die Waschprozedur wird viermal wiederholl. wo- 
bei am Ende der Waschpuffer sorgiallig enliernt wird. 

Dann werden 100 pi Elulionspuffer zugegeben und die 
MGP resuspendiert. Nach 15minutiger Inkubation bei 80°C 
auf einem Eppendorf Thermomischer (13.000 RPM) wer- 
den 90 ul Eluat in eine neues ReaktionsgefaB uberflihrt. Fiir 
die anschUeBende HIV-Bestimmung durch RT-PCR werden 
40 jal Eluat verwendet. 

4.2 Semiautomatisiertes StandardprotokoU fiir die Proben- 

vorbereitung 

Die Probenvorbereitung erfolgt wie unter Punkt 4.1 be- 
schrieben, abgesehen davon, daB das Mischen und die Tem- 
perierung auf einem Misch- und Tcmpcricrmodul crfolgtc. 

4.3 Semiautomatisiertes ProtokoU bei Raumtemperatur 

Die Probenvorbereitung erfolgt im wesentlichen wie un- 
ter Punkt 4.2 beschrieben. auBer daB alle Schritte bei Raum- 
temperatur durchgefuhrt werden. Die Inkubationsdauer fiir 
Lyse, Adsorption und Elution betragt jeweils 15 min. 

Aus Abb. 6 ist ersichtlich, daB durch die Automatisicrung 
und die Probenvorbereitung bei Raumtemperatur (RT-Proto- 
koE MTM) keine Beeintrachtigung der Sensitivitat gegen- 
uber dem StandardprotokoU bei manueUer Probenvorberei- 
tung (manueU) erfolgt. Sowohl bei negativen, niedrigpositi- 
ven, mittelpositiven und hoch positiven Plasmen werden re- 
produzierbare Ergebnisse erhalten. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur IsoUerung eines Analyten aus einer 
biologischen Probe, umfassend die Schritte: 

(a) AufschUeBen der Probe in einem Reaktions- 
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gefaB, 

(b) Zugeben einer festen Adsorptionsmatrix, 

(c) Inkubicrcn untcr Bcdingungcn, bci dcncn dcr 
Analyt an die Adsorptionsmatrix bindet, 

(d) Entfemen nichtgebundener Probenbestand- 5 
teile aus dem ReaktionsgefaB, 

(e) Inkubieren unler Bedingungen, bei denen der 
Analyt von der Adsorptionsmatrix eluiert wird, 

(f) Abtrennen des Eluats von der Adsorptionsma- lo 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB Schritt (a) die Zugabe einer Protease und eines 
Denaturierungspuffers umfaBt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 15 
net, daB man Proteinase K als Protease verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB man einen Denaturierungspuffer, der ein Gua- 
nidiniiimsalz, insbcsondcrc Guanidiniumhydrochiorid 
oder/und Guanidiniumthiocyanat enthalt, verwendet. 20 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekenn/sichnet, daB man magnetische 
Glaspartikel als feste Adsorptionsmatrix verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB die magnetisclien Glaspardkel in Form einer 25 
Suspension zugegeben werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man Glaspartikel verwendet, deren Glas- 
phase Si02, B2O3 und NazO oder SiOi, B2O3, AI2O3, 
CaO und K2O enthalt. 30 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gelcennzeichnet, daB die Adsorpdonsma- 
trix einer Menge zugegeben wird, die um liochstens 
50% tiber der Menge liegt, die zur quandtativen Bin- 
dung des in der IVobe vorhegenden Analyten benotigt 35 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
chen, dadurch gekennzfiichnet, daB zumindest wahrend 
der Schritte (c), (d) oder/und (e) ein kontinuierliches 
oder intervallartiges Mischen ohne Zusatz extemer 40 
Mittel erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 

net, daB das Mischen durch Drehung des Reaktionsge- 
faBes um seine Langsachse erfolgU 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch ge- 45 
kennzeiclinet, daB die Dauer zur Durchfiilirung der 
Schritte (c) oder/und (e) jeweils maximal 20 min be- 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Schritt (d) ein 50 
gegebenenfalls mehrmaliges Zugeben und Absaugen 
eines Waschpuffers umfaBt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man einen Waschpuffer mit einem Gehalt 
von mindestens 50% (v/v) eines mit Wasser mischba- 55 
rcn organischcn Losungsmittcls verwendet. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt (e) zu- 
satzliche Reagenzien wie etwa linzyme zugesetyt wer- 
den. 60 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt (e) zur 
Elution ein Niedrigsalzpuffer verwendet wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, da in Schritt (e) zur Elution ein 65 
Nukleinsaureamplifikations-Mastermix zugesetzt 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
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spriiclie, dadurch gekennzeichnet, daB zumindest die 
Schritte (c) und (d) bei einer im wesentlichen gleichen 
Tcmpcratur durchgcfiihrt wcrdcn. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS auch Schritt (a) oder/und Schritt (e) bei 
einer im wesentlichen gleichen Temperatur durchge- 
fiihrt werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Temperatur im Bereich von 
Raumtemperatur bis 40°C liegt. 

20. Verfahren nach einem dcr Anspriiche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Temperatur im Be- 
reich von 18°C bis 32°C liegt. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Schritt (a) oder/ 
und Schritt (e) bei einer erhohten Temperatur durchge- 
fuhrt werden. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB nach Schritt (f) 
ein Nachbehandlungsschritt bei erhohter Temperatur 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die erhohte Temperatur im Bereich 
von mehr als 40°C bis 95°C liegt. 

24. Verfahren zur Isolierung eines Analyten aus einer 
biologischen Probe, umfassend die Schritte: 

(a) AufschlieBen der Probe in einem Reaktions- 
geffiB, 

(b) Zugeben einer festen Adsorptionsmatrix, 

(c) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der 
Analyt an die Adsorptionsmatrix bindet, 

(d) Abtrennen der nichtgebundcnen Probenbe- 
standteile von der Adsorptionsiimtrix, 

(e) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der 
Analyt von der Adsorptionsmatrix eluiert wird, 

(f) Abtrennen des Eluats von der Adsorptionsma- 
trix, 

wobei zumindest die Schritte (c) und (d) bei im wesent- 
lichen der gleichen Temperatur durchgefiihrt werden. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Analyt eine 
Nukleinsaure ist. 

26. Verfaliren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Durchfiih- 
rung des Vertahrens m emer automatisierten Vornch- 
tung erfolgt. 

27. Verfahren nach Anspruch 1 oder 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Schritte (a) bis (e) in einem ein- 
zigen ReaktionsgefaB durchgefiihrt werden. 

28. Reagenzienkit, insbesondere zur Durchfiihrung 
des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 27, 
umfassend 

(a) eine Protease, 

(b) einen ProbenaufschluBpuflfer, 

(c) cincn Waschpuffer, 

(d) einen Elutionspuffer und 

(e) eine Suspension von magnetischen Glasparti- 
keln. 

29. Reagenzienkit zur Isolierung von DNA, umfas- 
send magnetische Glaspartikel, deren Glasphase Si02, 
B2O3 und Na20 enthalt. 

30. Reagenzienkit zur Isolierung von RNA, umfas- 
send magnetische (Haspartikel, deren Glasphase Si02, 
B2O3, AI2O3, CaO und K2O enthalt. 

31. Vorrichtung zur Isolierung eines Analyten aus ei- 
ner biologischen Probe, umfassend 

- einen Probenvorbereiter (1), 
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- eine Aufnahmeeinrichtung fflr Reagenzien (2), 

- eine erste Aufnahmeeinrichtung fiir Reaktions- 
gcfaBo zur Probonvorbcrcitung (3), die fiir cine 
Bettiebstemperatur von <70°C, insbesondere 

< 40°C eingerichtet ist, 5 

- eine zweite Aufnahmeeinrichtung fiir Reakti- 
onsgefsiBe (4a, 4b, 4c), die gegebenenfalls Kiihl- 
oder/und Heizmittel enthalt, 

- und ein Robotik-Werkzeugmittel (5). 

32. Vorrichtung nach Anspruch 31, dadurch gekenn- lo 
zcichnct, daB cin cinzigcs RcaktionsgcfaB zuni Auf- 
schhiB einer Probe, zur Adsorption des Analyten an 
eine teste Adsorptionsmatrix, zum Waschen der Ad- 
sorptionsmatrix und zur Eiution des Analyten von der 
Adsorptionsmatrix vorgesehen ist. 15 
3 3 . Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 1 oder 32, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die erste Aufnahmeein- 
richtung zur Aufnahme der ReaktionsgefaBe fiir die 
Probcnvorbcrcitung zumindest fiir die Adsorption des 
Analyten an eine feste Adsorptionsmatrix und fiir das 20 
Waschen der Adsorptionsmatrix vorgesehen ist. 

34. Vorrichtung nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die erste Aufnahmeeinrichtung weiterhin 
zur Aufnahme der ReaktionsgefaBe fiir die Probenvor- 
bereitung fiir das AufschluB der Probe oder/und fiir die 25 
Eiution des Analyten von der Adsorptionsmatrix vor- 
gesehen ist. 

35. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 31 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, daB die zweite Aufnahmeein- 
richtung zur Aufnahme von ReaktionsgefaBen zur Auf- 30 
bewahrung oder/und Weitervcrarbcitung des Analyten 



36. Vorrichtung nach ciiiciii ilcr Aiispriiclit; 1 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, daB die /.wciic Aufnahmeein- 
richtung zur Aufnahme von (iclatlen liir Reagenzien 35 
zur WeiierverarbeiLung der Probe vorgesehen isL. 

37. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 31 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, daB die zweite Aufnahmein- 
richtung zur Aufnahme von ReaktionsgefaBen fur zu- 
mindest einen Behandlungsschritt bei erhohter Tempe- 40 
ratur vorgesehen ist, der ausgewahit ist aus dem Auf- 
schluB der Probe, der Eiution der Probe von der Ad- 
sorptionsmatrix und einem Nachbehandlungsschritt 
nach der Eiution. 

38. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 3 1 bis 37, 45 
dadurch gekennzeichnet, daB die erste Aufnahmeein- 
richtung Mittel zur magnetischen Separation umfaBt. 

39. Vorrichtung nach cincm der Anspriiche 31 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, daB die erste Aufnahmeein- 
richtung Mittel zum Mischen der ReaktionsgefaBe 50 
durch Drehen urn deren Langsachse umfaBt. 

40. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 31 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Robotik-Werkzeug 
automatische Pipettiereinrichtungen und gegebenen- 
faEs Mittel zum Ofifnen und SchlieBen von Reaktions- 55 
gcfaBcn umfaBt. 

41. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 31 bis 40, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Robotik-Werkzeuk 
Mittel zum I'ransport von l^eaktionsgefaBen zwischen 
erster und zweiter Aufnahmeeinrichtung umfaBt. 60 

42. Magnetische Glaspartikel umfassend einen ma- 
gnetischen Kern und eine GlashiiEe, die Si02, B2O3, 
ein AlkalimetaUoxid und gegebenenfalls AI2O3 und ein 
Erdalkalimetalloxid enthalt. 

43. Glaspartikel nach Anspruch 41, dadurch gekenn- 65 
zeichnet, daB die Glashiille Si02, B2O3 und Na20 oder 



Si02, B2O3, AI2O3, K2O und CaO enthalt. 
Hicrzu 6 Scitc(n) Zcichnungen 
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